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Zusammenfassung
Charakterisierung immunphänotypischer Subpopulationen
im Stammzellkompartiment bei AML und normaler Hämatopoese
von Nadine Vyas
Sowohl die normale als auch die leukämische Hämatopoese folgen einem
Stammzellmodell. Beide Stammzellkompartimente finden sich im Bereich der
CD34+/CD38- - Zellen. Ein Leukämierezidiv entsteht aus residuellen aberranten Zellen im
Stammzellkompartiment, weshalb die Unterscheidung zwischen normalen und
leukämischen Vorläuferzellen für die Diagnostik und Therapie von Leukämien von
entscheidender Bedeutung ist.
Wir haben die CD34+/CD38- - Zellen im Knochenmark von Patienten mit akuter
myeloischer Leukämie (AML) (n = 10)  mit einer Kontrollgruppe (n = 10) mit Hilfe
durchflusszytometrischer Messungen bezüglich der Expression der Oberflächenantigene
CD33 und CD117 verglichen. Zudem wurde die HLA- DR- Expression bei 5 der AML-
Patienten untersucht.
Im Stammzellkompartiment konnten bei Einschluss aller Patienten keine Unterschiede
bezüglich der Expression von CD33 (p = 0,125) und CD117 (p = 0,326) gezeigt werden.
Bei Ausschluss zweier stammzellmobilisierter Patienten und einem Patienten mit Multiplen
Myelom konnte jedoch gezeigt werden, dass das Antigen CD33 im CD34+/CD38- -
Kompartiment bei leukämischer Hämatopoese stärker exprimiert wird und dass dies
unabhängig vom Grad der CD33- Expression der Blastenhauptpopulation ist. HLA- DR
wurde von durchschnittlich 41,46% der CD34+/CD38- Zellen bei AML exprimiert (n = 5).
Es bedarf weiterer Untersuchungen in diesem Kompartiment, um therapeutische
Konsequenzen aus der von uns durchgeführten Arbeit zu ziehen.
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11. Einleitung
Sowohl die normale Hämatopoese als auch das Wachstum leukämischer Zellen folgen
einem Stammzellmodell. Normale und leukämische Stammzellen lassen sich auf
verschiedene Arten in Subpopulationen aufteilen.
Unterschiede und Gemeinsamkeiten beider Stammzellkompartimente sind in der
Leukämiediagnostik und bei immunologischen Trennverfahren von normalen und
leukämischen Zellen von Bedeutung; so etwa bei der Aufreinigung autologer
Stammzellprodukte oder bei der Aufdeckung von resiudualen aberranten Zellen bei
Leukämiepatienten in Remission. Weiterhin bieten sich bei den frühen Vorläuferzellen neue
Therapieansätze an, welche eine genaue Kenntnis ihrer Oberflächenstruktur unabdingbar
machen.
Hämatopoetische Stammzellen zeichnen sich dadurch aus, dass sie sowohl die Fähigkeit zur
extensiven Proliferation und Selbsterneuerung als auch die Fähigkeit zur Differenzierung in
alle Zellinien des Blutes haben [93, 95] . In Studien an Mäusen wurden einzelne
chromosomale Aberrationen mittels Bestrahlung induziert und retroviral markiert. Hiermit
konnte gezeigt werden, dass schon eine geringe Anzahl von Stammzellen das gesamte
lymphohämatopoetische System in einem tödlich bestrahlten Tier zu repopulieren vermag
[1, 7, 76, 139].
Stammzellen teilen sich nach dem Prinzip der asymmetrischen Zellteilung. Ob eine
Stammzelle sekundäre Blasten im Prozess der Selbsterneuerung hervorbringt, oder ob sie
sich zu sekundären Kolonien von multilineären Tochterzellen differenziert, ist ein
stochastischer Prozess   [63, 93, 94] . Zwei Tochterzellen derselben Stammzelle können
sich zu völlig unterschiedlichen Zelllinien differenzieren  [90, 91, 94, 114, 116].
Während der fortschreitenden Differenzierung der Stammzellen zu den Zellen des Blutes
wird ihr Proliferations- und Differenzierungspotenzial zunehmend eingeschränkt.
2Aus den totipotenten Stammzellen werden zunächst pluripotente Progenitorzellen, deren
Fähigkeit zur Differenzierung auf bestimmte Zellreihen limitiert ist [93, 136]. Die
pluripotenten Progenitorzellen werden mit zunehmender Reifung zu unipotenten
Vorläuferzellen, die nur noch zu Zellen einer bestimmten Zellreihe reifen können.
Die frühesten morphologisch mittels Mikroskopie und Zytochemie identifizierbaren
Vorläuferstufen der Granulozytopoese  sind die Myeloblasten. Diese reifen zu
Promyelozyten, welche sich wiederum zu Myelozyten differenzieren. Diese Myelozyten
reifen dann über die Zwischenstufe der Metamyelozyten zu differenzierten Granulozyten
heran. Innerhalb der monozytären Reihe gibt es eine ähnliche Reifungsabfolge, die von
Monoblasten über Promonozyten zu reifen Monozyten führt.  Einen Überblick der
normalen Hämatopoese gibt die Abbildung 1.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der normalen Hämatopoese
4Noch frühere Progenitoren als die Myelo- und Monoblasten können aufgrund ihrer großen
morphologischen Ähnlichkeit nicht mit Hilfe der klassischen Zytologie unterschieden
werden.
Diese unreifen Zellen können anhand ihrer Funktion in Zell- und Gewebekulturen oder
durch die unterschiedlichen Antigenstrukturen auf ihrer Oberfläche unterschieden werden.
Deshalb wurden verschiedene Wachstumsassays, immunphänotypische Verfahren und die
Transplantation retroviral markierter Knochenmarkszellen eingesetzt, um die frühen
Progenitorzellen näher zu charakterisieren.
Die unreifen Progenitorzellen lassen sich, aufgrund ihrer Fähigkeit klonale Kolonien in
vitro zu generieren, in Zellkulturen messen. Sie werden als colony- forming- units (CFUs)
oder colony- forming- cells (CFCs) bezeichnet. Ein angehängtes Suffix bezeichnet die
Zellreihe, zu der sie sich zu differenzieren vermögen. Hierbei steht beispielsweise G für die
granulozytäre Reihe, E für die erythrozytäre Reihe und M für die monozytäre oder
megakaryozytäre Reihe.
Einige wichtige Assays sind nachfolgend kurz aufgeführt:
Ein großer Durchbruch in der Progenitoranalyse war ein in vivo Assay für multilineäre
Zellen der Maus, der von J.E. Till und E.A. McCulloch 1961 entwickelt wurde. Er
definierte eine CFU der Milz (CFU- S). Bei diesem Assay wurde tödlich bestrahlten
Mäusen eine Suspension von Knochenmark oder Milzzellen injiziert, die nach 7-12 Tagen
Kolonien in der Milz der Tiere bildeten, welche in der Lage waren CFU- M, CFU- G, CFU-
E und gemischte Kolonien zu bilden [126]. Der klonale Ursprung der Zellen wurde mit
Hilfe von chromosomalen Markern bewiesen [7]. Allerdings hatten die hier gezüchteten
Kolonien, wie auch viele danach entwickelte Assays, nur eine limitierte Fähigkeit zur
Selbsterneuerung [103]. Trotzdem ermöglichte diese Arbeit erste Erkenntnisse bezüglich
der Charakteristika einer transplantablen primitiven Progenitorzelle.
5Wenig später beschrieben sowohl die Arbeitsgruppe von D. H. Plutznik und L. Sachs [99]
als auch die von T. R. Bradley und D. Metcalf  in vitro- Kolonieassays, die zu der
Erkenntnis führten, dass Wachstumsfaktoren eine wesentliche Rolle bei der Differenzierung
hämatopoetischer Zellen spielen[22]. Seither wurden viele Wachstumsfaktoren artifiziell
hergestellt und zur verbesserten Kultivierung von Progenitorzellen angewandt.
Gegen Ende der siebziger Jahre gelang es H. A. Messner und A. A. Fauser erstmals, Zellen
in Softagargel zu züchten, die sich zu Granulozyten, Erythrozyten, Makrophagen und
Monozyten differenzierten [39, 40] und die aus diesem Grund CFU- GEMM benannt
wurden. Die Selbsterneuerungskapazität dieser Kulturen erwies sich aber als gering, da nur
eine geringe Anzahl der gemischten Kolonien bei Anlegen einer Sekundärkultur neue
gemischte Kolonien hervorzubringen vermochten [63, 89].
Eine Möglichkeit, Zellen mit der Fähigkeit zur Langzeitproliferation von reiferen Zellen zu
unterscheiden ist die Zugabe von 5- Fluorouracil. Proliferierende Zellen bauen das 5-
Fluorouracil anstelle von Uracil in die RNA ein, was zu ihrem Untergang führt. Nur
primitive Progenitoren, die sich über lange Zeiträume in der G0-Phase des Zellzyklus
befinden [115], überleben diese Behandlung [21, 20, 59, 132].
1979 identifizierten T. R. Bradley et al. und G. S. Hodgson et al. eine kleine Subpopulation
von Knochenmarkszellen von Mäusen, die eine relative Resistenz gegenüber den
myeloablativen Effekten von 5- Fluorouracil aufwiesen und die makroskopisch sichtbare
Kolonien in vitro bildeten [22]. Diese Zellen  wurden high-proliferative-potential colony-
forming-cells (HPP- CFC) benannt.  Mit Hilfe einer Reihe von Wachstumsfaktoren sind
diese Zellen in der Lage, in semisoliden Medien sowohl multilineäre Kolonien als auch
hämatopoetische Zellen zu bilden, die ein letal bestrahltes Knochenmark zu repopulieren
vermögen [15, 86, 87].
6Der HPP- CFC- Assay ermöglichte es jedoch nicht, pluripotente hämatopoetische
Stammzellen von anderen Progenitorzellen zu unterscheiden [58].
Die Arbeitsgruppe von M. Ogawa kultivierte 1982 durch einen in vitro Assay, ebenfalls mit
Knochenmarkszellen von Mäusen, den sogenannten „CFU- blast“ [90]. Auch diese Zellen
wurden zunächst anhand ihrer Resistenz gegenüber 5-Fluouracil isoliert. CFU- blast sind
kleine Kolonien undifferenzierter Zellen, die sich bei Zugabe bestimmter Zytokine ins
Nährmedium entwickeln und die die Fähigkeit haben, die meisten reiferen
Progenitorzellreihen zu bilden [75, 111, 115].
Sowohl die HPP- CFCs als auch der CFU- blast haben eine große Selbsterneuerungs- und
Proliferationskapazität,  jedoch können beide die Hämatopoese eines Lebewesens nur über
einen relativ kurzen Zeitraum aufrecht erhalten.
1992 entdeckte die Arbeitsgruppe von C. J. Eaves eine weitere primitive Zelle, mit großer
Selbsterneuerungskapazität, die so genannte „Long-term culture-initiating cell“ (LTC- IC)
[118]. Diese kann die Hämatopoese menschlicher Zellen auf humanen Stromazellayern in
einem Dexter-Nährmedium über einen Zeitraum von bis zu 60 Tagen aufrecht erhalten [98,
120, 129]. Zudem zeigt sie verschiedene Charakteristika ruhender Stammzellen wie zum
Beispiel eine geringe Zellgrösse [118], die relative Resistenz gegenüber 4-
Hydroperoxycyclophosphamid [35, 137], die geringe Retention von Rhodamin- 123 [128]
und die geringe Expression bestimmter Differenzierungsantigene [118, 120, 119].
Eine modifizierte Version dieses Assays, das so genannte “Extended long-term culture-
initiating cell system“ (ELTC- IC) scheint sogar eine noch unreifere Population von
Vorläuferzellen zu zeigen und ist dazu in der Lage, die Hämatopoese über bis zu 100 Tage
aufrecht zu erhalten [57].
7Eine sehr frühe Population von Vorläuferzellen wurde 1992 durch die Entwicklung eines in
vivo Transplantationsassays mit immundefizienten „non- obese diabetic, severe combined
immunodeficiancy disease „ (NOD/SCID) - Mäusen gefunden.
Nach Transplantation menschlicher Zellen  in myeloablativ bestrahlte NOD/SCID-Mäuse,
siedeln sich die Zellen im Knochenmark der Mäuse an und proliferieren und differenzieren
sich zu LTC- ICs, CFCs und myeloiden, lymphoiden und erythroiden Kolonien [29]. Diese
Zellen wurden daher als „SCID-repopulating cells“ (SRC) bezeichnet [32, 74]. SRCs sind
in noch geringerer Zahl im Knochenmark vorhanden als LTC- ICs [133].  Bhatia et al.
fanden 1997 heraus, dass nur eine von etwa 617 CD34+/CD38- - Zellen die Fähigkeiten
einer SRC besitzt [17].
Ein weiteres wichtiges Unterscheidungskriterium zwischen SRCs und LTC- ICs ist die
unterschiedliche Oberflächenantigenexpression. Auch hier zeigt die SRC die Kennzeichen
einer sehr frühen Vorläuferzelle.
Die verschiedenen Zellkulturassays bieten die Möglichkeit, die jeweiligen
hämatopoetischen Vorläuferzellen auch immunologisch zu charakterisieren. Hierzu werden
die Differenzierungsantigene hämatopoetischer Zellen durch Immunphänotypisierung
untersucht.
Die Immunphänotypisierung arbeitet mit dem Nachweis von Oberflächenantigenen durch
fluoreszierende monoklonale Antikörper.  Mit Hilfe dieser Antikörper kann man  die
Antigene auf der Oberfläche myeloischer Zellen reproduzierbar darstellen. Die Leukozyten-
Antigene werden durch international gültige CD- Nummern charakterisiert. Die Abkürzung
CD steht für den englischen Ausdruck „cluster of differentiation“.
Unreife Zellen exprimieren nur wenige Antigene auf ihrer Oberfläche. Mit zunehmender
Differenzierung erscheinen verschiedene Antigene auf der Zelloberfläche, die es der
Progenitorzelle ermöglichen, auf die Einflüsse ihrer Umgebung zu reagieren [101].
8Man spricht deshalb auch von Differenzierungsantigenen. Sowohl Rezeptoren für
essentielle Wachstumsfaktoren, Zytokine und Serumproteine, als auch membranständige
Enzyme und Adhäsionsmoleküle gehören zu diesen Differenzierungsantigenen [70].
Eines dieser Differenzierungsantigene ist das CD34- Antigen. Seine Entdeckung durch C.
Civin resultierte aus dem Versuch, Antikörper gegen undifferenzierte leukämische Blasten
zu entwickeln, die spezifisch an kleine unreife Populationen von Knochenmarkszellen
binden [30]. Seit der erfolgreichen Knochenmarksrekonstitution in Pavianen mit
immunologisch selektierten CD34- positiven (CD34+) Zellen durch die Arbeitsgruppe von
R.J. Berenson im Jahr 1988 [12], wird dieses Antigen als Hauptcharakteristikum
hämatopoetischer Stammzellen angesehen. Es wurde gezeigt, dass aufgereinigte, autolog
transplantierte CD34+ Zellen die Fähigkeit haben, die Hämatopoese in Menschen, Primaten
und Mäusen nach myeloablativer Therapie zu rekonstituieren [12, 13, 34, 67].
Das CD34- Antigen ist ein einkettiges transmambranäres Typ I Glykoprotein aus der
Gruppe der Sialomucine [141], von dem drei verschiedene Epitope existieren [52].
Es wird von frühen hämatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen [2, 30, 65],
Endothelzellen der kleinen Gefässe [44] , embryonalen Fibroblasten [27] und einigen Zellen
in fetalem und adultem neuronalem Gewebe [92] exprimiert. Das CD34- Antigen fungiert
als Ädhäsionsmolekül [92] . Seine weiteren zellulären Funktionen sind bislang weitgehend
unklar. Es wird angenommen, dass es die hämatopoetische Differenzierung inhibiert [38].
CD34- positive Progenitoren können durch die Expression oder Nicht-Expression weiterer
Oberflächenantigene subklassifiziert werden.
Ein weiterer wichtiger Marker für Stamm- und Progenitorzellen ist das CD 117- Antigen,
welches auch als „stem cell factor receptor“ (SCFR) oder als c- KIT- Protein bezeichnet
wird [11, 24]. Das CD117- Antigen ist ein integrales Typ I Glykoprotein mit
Tyrosinkinaseaktivität. Es fungiert zellulär als Rezeptor für Wachstumsfaktoren [4].
9Bei normaler Hämatopoese ist eine hohe CD117- Expression insbesondere auf unreifen
myeloischen Vorläuferzellen zu finden.
Annähernd 70% der CD34+ Zellen im normalen Knochenmark exprimieren das CD 117-
Antigen auf ihrer Oberfläche [5]. Diejenigen dieser Zellen, die CD 117 in geringer Menge
exprimieren (CD117lo), besitzen die Fähigkeit zur Langzeitproliferation [54, 66]. Die
CD117- positive (CD 117+)  Fraktion enthält CFUs, HPP- CFCs und LTC- ICs [79]. Mit
zunehmender Differenzierung nimmt die Expression des CD117- Antigens analog zur
CD34- Expression ab [138].
Andere Zellen, die das CD117- Antigen exprimieren, sind vor allem AML-Blasten [28, 47,
77]. Generell wird das CD117- Antigen in etwa 60% der Fälle auf der Oberfläche dieser
Blasten gefunden [23]. Die Expression variiert je nach Karyotyp und FAB- Subtyp und ist
häufiger bei den unreifen AML- Formen [104]. Auch verschiedene andere neoplastische
Gewebszellen, sowie auch normale Gewebszellen exprimieren das CD 117- Antigen.
Eine weitere Unterteilung der frühen hämatopoetischen Progenitorzellen kann anhand ihrer
Expression von  HLA- DR [62], CD45RO [71] und CD90 [6] vorgenommen werden.
Verschiedene Studien haben eine Population von Knochenmarkszellen identifiziert,  die
durch ihre Expression des CD34- Antigens und die niedrige Expression des Klasse II
Histokompatibilitätsantigens HLA- DR gekennzeichnet sind und die funktionelle
Eigenschaften von Stammzellen aufweisen[61, 62].
Diese Zellfraktion enthält frühe Progenitorzellen, die durch den CFU- blast und den HPP-
CFC- Assay definiert werden können.
Im in utero Transplantationsmodell an Schafen zeigte die CD34+/HLA- DR+ - Zellfraktion
die Fähigkeit, ein Knochenmark in vivo zu repopulieren [110, 142].
Auch reife Zellen tragen das HLA- DR- Antigen auf ihrer Oberfläche. Es wird von B-
Lymphozyten, Monozyten, Makrophagen und aktivierten T- Zellen exprimiert [78, 113,
10
122, 127, 134]. Weiterhin befindet es sich auf Thymusepithel, sowie primär B-
lymphozytisch besiedelten Regionen von Lymphknoten, Milz und B-Zell-Lymphomen [36,
37, 134, 135, 143].
Das von unreifen Zellen exprimierte CD34- Antigen geht mit der Reifung der Zellen
verloren, was mit einer zunehmenden Expression des CD38- Antigens einhergeht [123].
Zellen, die hochpositiv für das CD34- Antigen (CD34++) und negativ für das CD38-Antigen
(CD38-) sind, kommen mit einer Häufigkeit von 0,01% im normalen Knochenmark vor
[125]. Sie exprimieren keine linienspezifischen Antigene, sind auch unter
Zytokinstimulation metabolisch weitgehend inaktiv und sind in der Lage, Blastenkolonien
zu bilden, die wiederum gemischte erythroide und myeloide Kolonien zu bilden vermögen
[57, 105, 125].
Das CD38- Antigen ist ein einkettiges transmembranäres Typ II Glykoprotein. Es  wird in
unterschiedlicher Ausprägung von der Mehrheit der hämatopoetischen Zellen exprimiert.
Hierbei ist der Grad der Ausprägung bei Progenitorzellen am größten [83]. Weiterhin findet
dich das CD38- Antigen auf der Oberfläche von Plasmazellen, Thymozyten, T-
Lymphozyten und ortsständigen Zellen in verschiedenen Geweben [33, 83].
Die zellulären Funktionen des CD38- Antigens sind vielfältig. Eine Aufgabe ist die
Regulation von Zellaktivierung und Proliferation. Weiterhin ist es involviert in die
Adhäsion zwischen Lymphozyten und Endothelzellen. Außerdem fungiert das CD38-
Antigen als Enzym, welches in den Metabolismus zweier Calciumbotenstoffe, der ADP-
Ribosyl- Cyclase und der Cyclo- ADP- Ribose- Hydrolase,  eingebunden ist.
Bei fortschreitender myeloischer Differenzierung exprimieren die hämatopoetischen
Progenitorzellen zudem auch das CD33- Antigen, ein Glykoprotein aus der Gruppe der
Sialomucine. Dieses ist spezifisch für Leukozyten und wird sowohl von myeloiden
11
Progenitoren als auch von reifen Monozyten, aktivierten T-Zellen und Granulozyten
exprimiert [97].
Allerdings ist der Grad der Expression auf reifen Zellen wesentlich geringer als auf
Progenitorzellen. Das CD33- Antigen wird neben dem CD34- Antigen auf der Mehrzahl der
Zellen gefunden, die kurzzeitig Kolonien bilden können [3].
Mehr als 85% der Blasten bei akuten myeloischen Leukämien tragen das CD33-Antigen auf
ihrer Oberfläche, weshalb es ein wichtiger Marker bei der immunphänotypischen Analyse
akuter Leukämien ist [45] und auch einen Ansatzpunkt für neuere Therapieoptionen
darstellt [14, 107]. Die zellulären Funktionen des CD33-Antigens sind bislang weitgehend
unklar. Einzig seine Funktion als Adhäsionsmolekül ist aktuell bekannt [46].
Mit zunehmender Differenzierung exprimieren die Blutzellen weitere linienspezifische
Oberflächenantigene. Kennzeichnend für die Myelo-/Monozytäre Reihe ist neben dem
CD33- Antigen vor allem das CD13- Antigen.
Die immunphänotypische Charakterisierung hat zusammen mit verschiedenen
Wachstumsassays gezeigt, dass nur undifferenzierte Zellen ohne linienspezifische Antigene
dazu in der Lage sind, sich selbst zu erneuern [61].
Hämatopoetische Zellen, die eine SCID- Maus zu repopulieren vermögen, exprimieren das
CD34- Antigen und sind negativ für das CD38- Antigen [72].
Gegen Ende der neunziger Jahre wurden die CD34- negativen (CD34-) Vorläuferzellen
charakterisiert. Zuerst demonstrierte die Arbeitsgruppe von Osawa et al. die
hämatopoetische Rekonstitution durch eine CD34- Zellpopulation im Mausmodell [96].
Zwei Jahre später zeigte die Arbeitsgruppe von E. D. Zanjani, dass nach Transplantation
von humanen CD34- Knochenmarkszellen in Schafsfeten CD34+ Tochterzellen
nachgewiesen werden können. Dies führte zu der Annahme, dass die CD34- Zellen unreife
Progenitoren der CD34+ Zellen darstellen. Im selben Jahr bestätigten Bhatia et al. den
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Stammzellcharakter von CD34-, HLA- DR-, Thy- 1+ Zellen durch Transplantationsassays in
NOD/SCID-Mäusen [16]. Im Gegensatz zu den CD34+ Zellen bildeten diese jedoch keine
Kolonien im LTC- IC- Assay.
Eine weitere Arbeit, zur Repopulationskapazität der CD34- Zellen, stammt aus dem Jahr
2001 und wurde von M. Goodell et al. veröffentlicht [50]. Hier wurden primitive Zellen von
Mäusen zunächst anhand ihrer Fähigkeit separiert, den fluoreszierenden Vitalfarbstoff
Hoechst 33342 ausschleusen zu können. Die Rationale hierzu war die Expression von
Transportproteinen in der Membran unreifer Stammzellen, die Medikamente, Toxine und
Farbstoffe ausschleusen können.
Die Zellen, die diese Fähigkeit besitzen, werden als „side population“ (SP) bezeichnet und
können Hämatopoese in tödlich bestrahlten Mäusen rekonstituieren und über einen langen
Zeitraum aufrecht erhalten. Die durchflusszytometrische Charakterisierung dieser Zellen
zeigte, dass sie das CD34- Antigen entweder gar nicht oder nur in geringem Masse
exprimieren [51].
Feuring- Buske et al.  zeigten im Jahr 2000, dass im Gegensatz zu normalen Zellen bei
AML- Zellen von den Zellen, die dazu fähig sind, den Vitalfarbstoff Hoechst 33342
auszuschleusen, diejenigen Progenitoreigenschaften aufwiesen, die das CD34- Antigen auf
ihrer Oberfläche exprimierten. In einer weiteren Arbeit aus dem Jahr 2001 konnten sie
zeigen, dass sich zytogenetisch normale Vorläuferzellen im SP+/CD34+/CD38- -
Kompartiment finden ließen, wohingegen aus Vorläuferzellen mit den Eigenschaften SP-
/CD34+/CD38- und den Eigenschaften SP+/CD34- Kulturen mit zytogenetisch veränderten
Zellen hervorgingen [42].
In einer Arbeit von G. Wulf aus dem Jahre 2001, bei der leukämische Zellen anhand ihrer
Fähigkeit den Hoechst 33342- Farbstoff auszuschleusen, separiert und in Kultur genommen
wurden, zeigte sich kein Zusammenhang zwischen dieser Fähigkeit und der CD34 oder
13
CD38- Expression. In dieser Arbeit zeigten nur 3 von 28 transplantierten SP- Zellen die
Fähigkeit eine AML in tödlich bestrahlten immundefizienten Mäusen zu erzeugen  [140].
Die in unserer Arbeit vorgestellten Untersuchungen stützen sich ausschließlich auf das
CD34+ Zellkompartiment und vergleichen leukämische und normale Vorläuferzellen. Viele
AML- Zellen zeigen eine multiple Resistenz gegen chemische Substanzen, indem sie diese
aus der Zelle wieder ausschleusen. Somit ist es fraglich, ob die Ausschleusung von
Farbstoffen bei leukämischen Zellen ein Stammzellmerkmal darstellt. Auch die oben
aufgeführte Arbeit von der Arbeitsgruppe um Frau Feuring- Buske legt nahe, dass die
Fähigkeit zur Farbstoffausschleusung bei leukämischen Zellen kein Stammzellmerkmal
darstellt [42].
Akute myeloische Leukämien sind durch eine große Anzahl aberranter myeloischer Zellen
charakterisiert, die sich funktionell neben ihrer monoklonalen Expansion vor allem dadurch
von normalen myeloischen Zellen unterscheiden, dass sie  nur in Ausnahmefällen [41] zu
funktionsfähigen Granulozyten oder Monozyten ausreifen [43].
Leukämische Blasten proliferieren und differenzieren sich ähnlich den normalen
myeloischen Zellen innerhalb einer Hierarchie [117], deren erste Stufe unreife Stammzellen
darstellen [19] und die dann über Vorläuferzellen bis zu der Blastenhauptpopulation reicht,
die anhand der  Kriterien der French-American-British Cooperative Group [9, 10] nach
morphologischen Kriterien klassifiziert und in sieben verschiedene in Tabelle 1 aufgeführte
Subtypen eingeteilt werden kann.
14
Tabelle 1: Übersicht über die Einteilung der Akuten myeloischen Leukämien gemäß FAB-
Klassifikation
Die Einteilung der AML erfolgt gemäß den FAB- Kriterien morphologisch. Zur
Primärdiagnostik einer akuten Leukämie gehört jedoch seit einigen Jahren routinemäßig
auch die Immunphänotypisierung. Der frühe hämatopoetische Differenzierungsweg spiegelt
sich im Antigenprofil der leukämischen Blasten der AML wieder [10, 125].
In den letzten Jahren haben durchflusszytometrische Untersuchungen gezeigt, dass die
AML- Zellen in jedem einzelnen Patienten eine heterogene Gruppe von Zellen mit
unterschiedlichen phänotypischen und funktionellen Eigenschaften sind [82].
Leukämische Blasten haben nur eine mäßige Proliferationskapazität, was zu der Annahme
führt, dass es auch unter den leukämischen Zellen eine kleine Population von Stammzellen
gibt, die die Leukämie unterhalten [53, 85, 102].
Bei den neu diagnostizierten akuten myeloischen Leukämien sind die Blasten in über 50%
der Fälle positiv für das CD34- Antigen [109]. Auch leukämische Progenitorzellen
exprimieren das CD34- Antigen auf ihrer Oberfläche [55, 88]. Um diese Zellen näher zu
AML- Subtypen
M0 Undifferenzierte akute Leukämie
M1 AML ohne Ausreifung
M2 AML mit Ausreifung
M3 Promyelozyten- Leukämie
M4 Akute myelomonozytäre Leukämie
M5 Akute monozytäre Leukämie
M6 Akute Erythroleukämie
M7 Akute megakaryozytäre Leukämie
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definieren, wurde unter anderem das NOD/SCID-Maus-Modell verwendet, welches die
Induktion einer Leukämie mit sehr geringen Ausgangszellzahlen ermöglicht [19].
Leukämische myeloische Stammzellen sind dadurch definiert, dass sie nach Transplantation
in immundefizienten Mäusen eine voll entwickelte Leukämie induzieren [73]. Diejenigen
Zellen, die dies nach Transplantation in NOD/SCID-Mäusen  vermögen, werden als „SCID
leukemia initiating cells“ (SL- IC) bezeichnet. Sie kommen bei AML- Patienten mit einer
Frequenz von einer Einheit pro 250`000 Zellen vor [73]. Immunphänotypisch finden sich
diese leukämie- induzierenden Zellen im CD34+/CD38- Kompartiment [19]. Diese
Zuordnung ist unabhängig vom Immunphänotyp der Blastenhauptpopulation, dem
Gesamtanteil CD34+ Zellen an den Blasten und auch davon, ob es sich um eine primäre
oder um eine sekundäre AML handelt [56].
Normale hämatopoetische Progenitorzellen, die eine SCID- Maus zu repopulieren
vermögen, die bereits erwähnten SRCs, haben dieselbe Antigenstruktur wie SL- ICs und
sind damit CD34+/CD38- [73]. Auch der Hauptanteil der LTC- ICs exprimiert das CD34-
Antigen und ist negativ für CD38. Jedoch gibt es unter den LTC- ICs auch
Subpopulationen, die das CD38- Antigen exprimieren und somit reifere Vorläuferzellen
darstellen.
Das bereits im bisherigen Text bei normalen hämatopoetischen Zellen erwähnte CD117-
Antigen wurde auch bei leukämischen Zellen näher untersucht. Es wird zu einem hohen
Prozentsatz von AML- Blasten aller FAB- Subtypen exprimiert [8, 26, 64, 68, 112].
In der größten bisher durchgeführten Übersichtsarbeit zu diesem Thema von M. C. Bene et
al. wurden 1.103 AML-  Patienten untersucht. Es zeigte sich, dass bei 67% der akuten
myeloischen Leukämien die Blastenhauptpopulation CD117+ war [8].  Insgesamt wurde
CD117 häufiger in Patienten mit myeloider oder granulozytärer Differenzierung der
Leukämie entdeckt, jedoch nicht ausschließlich, so dass es nicht als Marker für
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unterschiedliche AML- Subtypen verwendet werden kann. Weiterhin wurde CD117
häufiger bei CD34- positiven Leukämien exprimiert.
In der oben genannten Studie wurden formal positive Leukämien gewertet, was nach den
Kriterien der europäischen Gruppe für die immunologische Klassifikation von Leukämien
(EGIL) bedeutet, dass mehr als 20% der Gesamtblasten positiv für das entsprechende
Antigen sind. Im  CD34+/CD38- Kompartiment kann das CD117- Antigen somit auch bei
formal negativer AML exprimiert werden.
Zytogenetische Analysen von CD34+/CD117+ Zellen haben gezeigt, dass in diesem
Kompartiment sowohl normale Zellen als auch Zellen mit aberrantem Karyotyp zu finden
waren [56].
Das CD117- Antigen dient leukämischen und normalen Zellen als
Wachstumsfaktorrezeptor. Über die Tyrosinkinaseaktivität findet eine Signaltransduktion
ins Zellinnere statt.
Neben dem oben genannten SCID- Maus- Assay wurden weitere Versuche gemacht, um
herauszufinden, auf welcher Entwicklungsstufe leukämische Zellen entarten.
Zytogenetische Analysen durchflusszytometrisch aufgereinigter Proben haben gezeigt, dass
die zytogenetisch aberranten Zellen bereits in den frühen CD34+/CD38- Subpopulationen zu
finden sind [55, 88]. Allerdings zeigten Zellen aus diesem Kompartiment auch die
Fähigkeit, zytogenetisch normale Subpopulationen zu bilden [42], was belegt, dass
innerhalb dieser Fraktion sowohl Zellen existieren, die das Potential haben eine Leukämie
zu unterhalten, als auch Zellen, die die Fähigkeit haben eine normale Hämatopoese zu
generieren. Viele AML- Patienten bekommen nach einer Remission ein Rezidiv, was
dadurch bedingt ist, dass eine kleine Zahl leukämischer Zellen, die der Therapie gegenüber
resistent sind, überleben [82]. Diese Zellen sind mit Hilfe der konventionellen
zytomorphologischen Methoden nicht nachweisbar.
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Leukämische Stammzellen existieren immunphänotypisch in demselben Kompartiment wie
normale hämatopoetische Stammzellen, nämlich in dem CD34+/CD38- - Kompartiment.
Aus diesen frühen Progenitoren, welche immunphänotypisch bislang nicht zuverlässig von
normalen hämatopoetischen Zellen unterschieden werden können, kann die gesamte
leukämische Population in vivo neu entstehen.
Im normalen Knochenmark sind durchschnittlich 0,72% aller Zellen positiv für das CD34-
Antigen. Von diesen Zellen sind wiederum nur 3,3% negativ für das CD38- Antigen [81].
In einer Arbeit von A. van Rheenen et al. aus dem Jahr 2005, in dem das Knochenmark von
96 Patienten mit AML untersucht wurden, waren im Durchschnitt 3,45% der
Knochenmarkszellen CD34+/CD38- [130]. Aus der Kenntnis der immunphänotypischen
Struktur dieser frühen Progenitoren können sich vielerlei therapeutische Ansätze ergeben.
Für die Entwicklung konkreter Therapieprinzipien ist jedoch die genaue Kenntnis der
Subpopulationen im CD34+/CD38- Kompartiment von großer Bedeutung. Leider sind
weitere Marker nur spärlich beschrieben, was unter anderem auf die Seltenheit der Zellen
zurückzuführen ist.  Es gibt neuere Arbeiten, in denen versucht wurde, einen
Stammzellmarker für leukämische Zellen zu finden.
Erfolgversprechende Ansätze stellen die Untersuchungen zum „C- type lectin- like
molecule- 1“ [131] und zum CD 96- Antigen [60] dar, aber es müssen sicher weitere Daten
erhoben werden um die Zuverlässigkeit dieser Marker zu prüfen.
Verschiedene neuere Medikamente greifen bereits an spezifischen Oberflächenrezeptoren
an.  Einige Präparate seien hier kurz beschrieben:
Die beiden c- KIT- Rezeptor- Inhibitoren SU5416 und SU6668 der Firma SUGEN greifen
durch ihre Bindung an das CD117- Antigen an drei unterschiedlichen Punkten an.  Sie
hemmen die Zellproliferation, indem sie das Anbinden von Wachstumshormonen an den
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Rezeptor verhindern [108], induzieren  in den Blasten die Apoptose und hemmen die
Angiogenese  [80, 108].
Auch das CD33- Antigen ist Ansatz für neue Therapiestrategien. Es wird sowohl von
normalen hämatopoetischen Progenitoren als auch von AML- Blasten exprimiert, jedoch ist
es nach Angaben der bisherigen Literatur nicht auf unreifen Stammzellen vorhanden [31,
106]. In über 90% der Fälle sind die Blasten von Patienten mit AML positiv für das CD33-
Antigen. Hiermit ist es ein attraktives Ziel für eine zielgerichtete selektive
Ablationstherapie.
Das Präparat Gemtuzumab Ozogamizin (GO) besteht aus einem Anti- CD33- Antikörper,
der mit Calicheamin, einem zytotoxisch wirksamen Antibiotikum verbunden ist [49].  GO
wurde im Mai 2000 als Einzeltherapeutikum für Primärrezidive von akuter myeloischen
Leukämie bei Patienten zugelassen, die über 60 Jahre alt sind und die für eine
konventionelle Chemotherapie nicht in Frage kommen.  Hierbei zeigte sich eine komplette
Remissionsrate von 5%.  Das Medikament zeigt eine nicht zu vernachlässigende
hämatologische Toxizität [48], was wahrscheinlich darauf zurückzuführen ist, dass es auch
einen Effekt auf gesunde CD33+ Progenitoren hat.
Kombinationstherapien mit anderen in der AML- Therapie eingesetzten Therapeutika sind
aktuell noch in klinischer Erprobung.
Bislang ist bei der Behandlung mit Präparaten, bei denen zytotoxische Medikamente mit
monoklonalen Antikörpergekoppelt sind, die Blastenhauptpopulation der Angriffspunkt.
Zukünftige Therapiestrategien könnten selektiv die unreifen Progenitorzellen angreifen, die
die Leukämie unterhalten und somit eine weitere monoklonale Vermehrung unterbinden.
Auch ein Rezidiv könnte damit bereits vor seiner Entstehung verhindert werden.
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2. Fragestellung
In dieser Arbeit wurde das CD34+/CD38- Kompartiment bei Patienten mit AML und bei
Patienten mit anderen Grunderkrankungen näher untersucht und verglichen.
Der Hintergrund hierfür ist die Annahme, dass eine AML von den stammzellnahen
proliferierenden Zellen unterhalten wird und dass es auch diese Zellen sind, die den Verlauf
des Krankheitsbildes durch ihre extensive Proliferation bestimmen.
Unser Ziel war es, herauszufinden, ob sich CD34+/CD38- leukämische Zellen in Hinblick
auf die  Antigene CD33, CD117 und HLA- DR von normalen Zellen unterscheiden. Diese
Betrachtung ist wichtig dafür, zukünftig erkennen zu können, welche Zellen nach einer
Chemotherapie die Leukämie in vivo neu entstehen lassen können und welche Zellen
normale Zellen sind, die die Hämatopoese rekonstituieren, um neue Strategien für gezielte
therapeutische Ansätze daraus entwickeln zu können.
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3. Material und Methoden
3.1. Patienten
Das untersuchte Patientenkollektiv beinhaltete 20 Patienten (n = 20).
Von diesen Patienten wiesen 10 zum Zeitpunkt der Untersuchung eine AML als
Grunderkrankung auf. Die anderen 10 Patienten wiesen unterschiedliche
Grunderkrankungen anderer Art auf, bei denen die Knochenmarkspunktion aus
differentialdiagnostischen Gründen durchgeführt wurde.
Der Altersdurchschnitt lag, wie Abbildung 2 zeigt, bei den AML-Patienten höher als bei
der Kontrollgruppe.
Abbildung 2: Alters-Mediane der Patientengruppen
Die Geschlechterverteilung war bei beiden Gruppen identisch. Beide hatten zu je 50%
männliche und weibliche Patienten.
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3.1.1 Kontrollgruppe
Die Grunderkrankungen der einzelnen Patienten der Kontrollgruppe sind  in Tabelle 2
aufgeführt.  Unter den Patienten variierte die Anzahl der Leukozyten im peripheren Blut
von 2800/µl bis hin zu 37300/µl.
Tabelle 2: Übersicht über Alter, Grunderkrankung und Leukozytenzahl im peripheren Blut bei den
Patienten der Kontrollgruppe zum Zeitpunkt der Knochenmarkspunktion
KONTROLLGRUPPE
Alter
(in Jahren) Grunderkrankung
Leukozytenzahl
(pro Mikroliter)
Patient 1 59 Generalisierte Arteriosklerose,Renovaskuläre Hypertonie, COPD 12120
Patient 2 32 Hepatitis unklarer Genese,Glomerulonephritis 2800
Patient 3 63 Z.n. NTX `97 bei Nierenzell- CA 11200
Patient 4 29 Multiples Myelom 9190
Patient 5 26 Z.n. Yersiniose, Leistungsabfall
unklarer Genese 6300
Patient 6 30 Kryoglobulinämie 4700
Patient 7 20 Diabetes Mellitus Typ II, Adipositasper magna 9800
Patient 8 45 Gesunde Spenderin nach            G-CSF- Stimulation 37700
Patient 9 59 Gesunde Spenderin nach            G-CSF- Stimulation 32600
Patient 10 53 Kutanes T- Zell Lymphom 4500
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Der Altersmedian der Kontrollgruppe, deren Patienten zwischen 20 und 63 Jahren alt
waren, lag bei 38,5 Jahren.
In die Kontrollgruppe wurden auch zwei KM- Spenderinnen eingeschlossen, welche zur
Stammzellmobilisation zuvor mit Granulozyten- stimulierendem- Faktor (G-CSF) in der
Dosierung 6µg /kg /d behandelt wurden. Diese Patienten wurden bei den später
aufgeführten Auswertungen teilweise gesondert behandelt.
Keiner der Patienten der Kontrollgruppe erhielt zum Zeitpunkt der Knochenmarksentnahme
eine Medikation mit Lithium oder Steroiden, was die Zellverteilung in der Probe hätte
beeinträchtigen können.
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3.1.2 AML- Patienten
Wie aus der Tabelle 3 zu entnehmen ist, hatte die Hälfte der AML- Patienten eine AML-
M2. Zwei der Patienten hatten eine AML- M5. Von den übrigen drei Patienten hatte jeweils
ein Patient den FAB- Typ M0, M4 und M6. Bei der AML- M6 handelte es sich um eine
sekundär aus einem myelodysplastischen Syndrom (MDS) entstandene AML. Die anderen
Leukämien waren primäre Leukämien.
Tabelle 3: Übersicht über Alter, FAB- Typ, Leukozytenzahl im peripheren Blut, Anzahl der Blasten
und Expression der Oberflächenantigene bei den  Patienten des AML- Kollektivs zum Zeitpunkt der
Knochenmarkspunktion
AML- Patienten
Alter
(in
Jahren)
FAB-
Typ
Leukozytenzahl
(pro Mikroliter)
Blasten
(%)
Oberflächenantigene der
Blasten
Patient 1 67 M6 2000 30 CD13, CD15, CD33, CD34, CD56,CD65, HLA- DR, cMPO
Patient 2 63 M5 54000 95
CD7, CD13, CD14, CD15, CD33,
CD38, CD45, CD56,CD64, CD65,
CD117, AC133,   HLA-DR, cMPO
Patient 3 63 M2 144400 65 CD13, CD34, CD117, CD133, AC133
Patient 4 77 M0 850 50 CD13, CD33, CD34, CD117, AC133,HLA-DR
Patient 5 30 M5 59400 90 CD14, CD15, CD33, CD56, AC122,HLA-DR
Patient 6 61 M2 2400 40 CD33, CD34, CD13, cMPO
Patient 7 62 M4 70000 85
CD7, CD13, CD15, CD33, CD34,
CD36, CD45, CD64, CD65, CD117,
AC133, HLA-DR, cMPO
Patient 8 66 M2 241000 100 CD13, CD33, CD45, CD56, CD117,cMPO
Patient 9 44 M2 19000 99 CD13, CD18, CD33, CD34, HLA- DR,cMPO
Patient 10 77 M2 215000 95 CD13, CD15, CD33, CD34, CD117,AC133, cMPO
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Zum Zeitpunkt der Probenentnahme waren die Patienten zwischen 31 und 77 Jahren alt.
Der Altersmedian lag bei 63,5 Jahren.
Die Zahl der Blasten im KM der AML- Patienten variierte von 30% bis hin zu 100%, wobei
der durchschnittliche Blastenanteil 75% betrug.
Die Anzahl der Leukozyten im peripheren Blut variierte unter den einzelnen Patienten von
850/µl bis zu 241000/µl und lag im Durchschnitt bei 80805/µl.
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3.2 Knochenmarksaspiration
Alle durchgeführten Knochenmarkspunktionen waren diagnostisch notwendig für den
jeweiligen Patienten. Für unsere Messungen wurde lediglich zusätzliches Aspirat
entnommen. Vor der Knochenmarkspunktion wurde das schriftliche Einverständnis der
Patienten eingeholt.
Die Eingriffe erfolgten an der Crista iliaca posterior.  Das für die Messungen verwendete
Knochenmark wurde unter sterilen Bedingungen entnommen. Zunächst wurde der
Beckenkammbereich des jeweiligen Patienten mit dem alkoholischen
Oberflächenantiseptikum Kodan (Schülke&Mayr- Norderstedt) desinfiziert.
Unter sorgfältiger Lokalanästhesie mit dem Lidocainpräparat Scandicain® erfolgten die
Stichinzision der Haut und die nachfolgende Knochenmarkspunktion mit der Gewinnung
des Aspirats.
Die Antikoagulation erfolgte mit fünftausend Einheiten Heparin-Natrium für je fünf
Milliliter Knochenmarksflüssigkeit. Das Knochenmark wurde innerhalb von
vierundzwanzig Stunden nach der Entnahme verarbeitet.
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3.3 Zell- Lyse und Zellzählung
Von dem erhaltenen Knochenmark wurde je ein Milliliter in ein Falcon- Röhrchen gegeben
und  mit 40 ml Ammoniumchloridlyse in Aqua ad iniectabila Braun zur Lysierung der
enthaltenen Erythrozyten versehen. Nach einer 5- minütigen Inkubationzeit bei
Raumtemperatur wurde die Probe 5 Minuten lang in einer Heraeus Sepatech Laborfuge M
bei einer Geschwindigkeit von  1200 RPM mit Bremse zentrifugiert. Nach Absaugen des
Überstandes wurden  20 ml PBS/BSA- Puffer (Phosphatgepufferte Kochsalzlösung: PBS
Dulbecco´s-Life Technologies Paisley und bovine Albuminlösung: BSA Serva, Heidelberg)
zugemischt, um die Zelllyse zu stoppen. Abermals wurde nun bei der gleichen Einstellung
wie zuvor zentrifugiert und der Überstand abgesaugt. Das verbliebene Zellpellet wurde nun
in  2 ml PBS/BSA- Puffer gelöst.
Zur Zellzählung wurde der Sysmex K 4500® der Firma Roche Diagnostics verwendet, der
die kernhaltigen Blutzellen der Probe anhand des Widerstandsmessprinzips bestimmt.
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3.4  Fluorochrome
Fluorochrome sind fluoreszierende Farbstoffe, die unter anderem in der
Durchflusszytometrie verwendet werden. Hier werden sie über kovalente Bindungen an
primäre Amine der Immunglobuline gekoppelt. Die verschiedene Fluorochrome haben
unterschiedliche Absorptions- und Emissionsmaxima. Durch Anstrahlung der „gelabelten“
Antikörper mit einem oder mehreren Lasern und Erfassen der von den Fluorochromen
emittierten Strahlung können die verschiedenen Antikörper aufgrund ihrer Anfärbung
durchflusszytometrisch unterschieden werden.
Die von uns verwendeten Fluorochrome, sind mit ihren Eigenschaften in Tabelle 4
dargestellt.
Tabelle 2: Darstellung der Eigenschaften der verwendete Fluorochrome
Fluorochrom
Absorptions-
maxima [in nm]
Emmissions-
maxima [in nm]
Abkürzung
APC-Cy7 743 767 PharRed
Fluoreszeinisothiozyanat 495 519 FITC
PE- Cy5 480; 565; 649 670
CyChrome,
Red670
Phycoerythrin 480; 565 578 PE
Peridininchlorphyllprotein 490 675 PerCP
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3.5 Antikörper
Alle verwendeten Antikörper bestehen aus schweren Ketten vom IgG- Typ und leichten
Ketten vom Kappa- Typ.
In den verwendeten Zubereitungen befanden sich je 50 µg des jeweiligen gelabelten
Antikörpers in 0,5 ml phosphatgepufferter Kochsalzlösung.
3.5.1 Anti- CD34- Antikörper
Der verwendete monoklonale Anti- CD34- Antikörper wird auch als Anti- HPCA- 2
bezeichnet und gehört dem Klon 8G12 an, der spezifisch an eins der drei bisher
identifizierten Epitopen des CD34- Antigens bindet.
Wir verwendeten bei unseren Messungen an APC gekoppelte CD34- Antikörper der Firma
Becton- Dickinson.
3.5.2  Anti- CD38- Antikörper
Der verwendete monoklonale Anti- CD38- Antikörper des Klons HB7 entsteht durch
Hybridisierung von Maus-Myelomzellen des Stammes P3-X63-Ag8.653 mit immunisierten
Milzzellen von BALB/c-Mäusen. Die Immunisierung erfolgt durch Zellen der Linie BJAB.
Bei unseren Messungen wurden an FITC gekoppelte CD38- Antikörper der Firma  Becton-
Dickinson verwendet.
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3.5.3 Anti- CD33- Antikörper
Der von uns verwendete Anti- CD33- Antikörper- vom Klon P67.6 entsteht durch
Hybridisierung von Maus- Myelomzellen der Linie Sp2/0 mit Milzzellen von BALB/c-
Mäusen, die mit FMY9S5- Zellen immunisiert werden, welche das CD33- Antigen auf ihrer
Oberfläche tragen. Wir verwendeten für unsere Messungen mit PE-Cy5 „gelabelte“ CD33-
Antikörper der Firma Immunotech.
3.5.4  Anti- CD117- Antikörper
Der Anti- CD117- Antikörper bindet an den Rezeptor für den Stammzellfaktor [11, 24, 54].
Der von uns verwendete Klon 104D2 der Firma Becton- Dickinson entsteht durch Fusion
von Sp2/0 Myelomzellen der Maus mit Milzzellen von BALB/c- Mäusen, die mit der
megakaryozytischen Zellinie MOLM- 1 immunisiert werden [84]. Die CD117-Antikörper
waren mit dem Fluoreszenzfarbstoff PE „gelabelt“.
3.5.5. Anti- HLA- DR- Antikörper
Der Anti- HLA- DR- Antikörper bindet an menschliche Histokompatibilitätsantigene der
Klasse II [25].  Anti- HLA- DR reagiert mit einem monomorphen Epitop [100] und zeigt
keine Kreuzreaktionen zu HLA- DQ oder HLA- DP- Molekülen [36, 100].
Der von uns verwendete Klon L243 von Anti- HLA- DR wird aus Zellen von Mäusen
gewonnen. Er entsteht durch Fusionierung von NS-1/1- Ag 4- Myelomzellen und
Milzzellen von BALB/c- Mäusen, welche mit der menschlichen lymphoblastoiden B-
Zellreihe RPMI 8866 immunisiert werden [69].
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3.6 Antikörper- Inkubation
Zur Anfärbung der Zellen wurden je 100 µl der lysierten Probe in 12 x 75 mm großes
Falcon®- Teströhrchen aus Polystyren gegeben (BDIS-Nummer: 2058).
Daraufhin wurden je 15 µl jedes Antikörpers zugegeben, also 4 x 15 µl
Antikörpersuspension pro Röhrchen.
Einem der Röhrchen, das später der Durchführung einer Isotypenkontrolle diente, wurden
nun mit den Farben PE (Becton- Dickinson), FITC (Becton- Dickinson), APC (Becton-
Dickinson) und PE-Cy5 (Immunotech) gelabelte IgG1 Antikörper von Mäusen zugegeben.
Dem anderen Röhrchen, der eigentlichen Probe, wurden zur Charakterisierung der
stammzellnahen Populationen CD34- APC (Becton-Dickinson) und CD38- FITC (Becton-
Dickinson) und als weitere myeloische Marker CD117- PE (Becton- Dickinson) und
entweder  HLA- DR- PerCP (Becton- Dickinson) oder CD33- PE-Cy5 (Immunotech)
beigefügt.
Die Proben wurden mit Hilfe eines Vortex- Rüttlers durchmischt und danach 20 Minuten
bei 0 ° C lichtgeschützt inkubiert.
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde den Proben je 2 ml FACSFlow™  zum Waschen
zugegeben. Dann wurden sie erneut auf dem Vortex- Rüttler durchmischt.
Nun wurden die Probenröhrchen bei einer Geschwindigkeit von 1200 RPM für 5 Minuten
mit Bremse zentrifugiert. Danach wurde der Überstand abgesaugt. Die verbliebenen Zellen
wurden zweites Mal gewaschen, durchmischt und zentrifugiert. Abermals wurde der
Überstand abgesaugt. Das Zellpellet wurde nun in 1 ml FACSFlow™ resuspendiert.
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3.7 Durchflusszytometrische Messung
3.7.1 Einführung
Bei der Durchflusszytometrie werden optische Eigenschaften einzelner Zellen, die einen
fokussierten Laserstrahl passieren, gemessen und analysiert. Wenn die Zellen den
Laserstrahl passieren, führt dies zu einer Lichtstreuung.
Dieses Streulicht wird registriert. Hierbei zeigen nach vorn abgestreutes Licht (FSC =
forward scatter) und seitlich abgestreutes Licht (SSC = side scatter) unterschiedliche
Zelleigenschaften. Der FSC ist abhängig von der Zellgröße,  der SSC von der Granularität
der Zellen.
Dadurch, dass ein Durchflußzytometer die Eigenschaften vieler hundert Zellen pro Sekunde
messen kann, entsteht bei einer Messung ein statistisch signifikantes Bild der
physikalischen und biochemischen Eigenschaften der Zellen in der jeweiligen Probe.
Außer dem Streulicht misst ein Durchflußzytometer auch Fluoreszenz- Parameter von mit
Fluorochromen und fluoreszierenden Farbstoffen angefärbten Zellen. Diese Fluorochrome
absorbieren das Laserlicht und emittieren abhängig von ihren Eigenschaften einen Teil des
absorbierten Lichtes mit bestimmter Wellenlänge. Das Anfärben der Zellen geschieht durch
Inkubation derselben mit monoklonalen Antikörpern, die gegen bestimmte
Oberflächenantigene gerichtet und mit Fluorochromen gekoppelt sind.
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3.7.2. Durchflußzytometer
Bei dem verwendeten Durchflußzytometer handelt es sich um den FACSCalibur™ von der
Firma Becton- Dickinson Immunocytometry Systems (BDIS).
Das gesamte System besteht aus einer Sensoreneinheit, die im folgenden Text eingehend
beschrieben wird, sowie einem Computer mit dazugehöriger Software.
Der FACSCalibur™ kann eine Multiparameteranalyse mit bis zu vier Farben durchführen.
Die in einer vorbereiteten Suspension vorliegenden Zellen  gelangen durch Druckluft in
eine Kapillare, in der ein Hüllstrom aus entgastem Wasser mit dem Probenstrom eine
laminare Strömung erzeugt, mit der die Partikel zentriert und mit hoher Geschwindigkeit
der Messstelle zugeführt werden. Dadurch, dass der äußere Hüllstrom einen höheren Druck
hat als der innere Probenstrom, wird dieser so ausgezogen, so dass die Zellen den Laser
einzeln nacheinander im rechten Winkel passieren
Der luftgekühlte Argonionenlaser im FACSCalibur produziert 15 mW eines Lichtes mit
einer Wellenlänge von 488 nm. Dieser Strahl hat einen Durchmesser, der groß genug ist,
um die meisten Zellen gänzlich zu umhüllen, wenn sie ihn kreuzen und um eine relativ
uniforme Erregung entlang des Probenstroms zu erzeugen. Wenn der Laserstrahl auf eine
mit Fluoreszenzfarbstoffen angefärbte Zelle trifft, werden zeitgleich Fluoreszenzsignale und
Streulicht erzeugt.
Das optische Signal des FSC wird von einer Photodiode aufgefangen und in proportionale
elektrische Signale umgewandelt. Die schwächeren optischen Signale von SSC und
Fluoreszenzparametern werden nach spektraler Auftrennung von Photomultiplerröhren
registriert und umgewandelt.
 Um eine Multiparameteranalyse mit vier Farben zu ermöglichen, ist das FACSCalibur-
System mit einem zusätzlichen Diodenlaser ausgestattet, dessen Licht eine Wellenlänge von
635 Nanometern hat. Der erste und der zweite Laser sind auf unterschiedliche Stellen des
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Probenstroms fokussiert. Die Fluoreszenzemissionen werden räumlich voneinander getrennt
aufgezeichnet, um eine gegenseitige Beeinträchtigung der Fluoreszenzsignale zu
verhindern.
Der Diodenlaser ist im rechten Winkel zum Argonionenlaser montiert. An dem Punkt, an
dem die Strahlen aufeinander treffen würden, befindet sich ein sogenannter „beam
combiner“, der den blauen Strahl des ersten Lasers nicht beeinflusst, aber den roten Strahl
des zweiten Lasers so reflektiert, dass er parallel zum blauen Strahl durch eine
fokussierende Sammellinse tritt und dann unterhalb desselben auf den Probenstrom trifft.
Das elektronische System des FACSCalibur™-Durchflußzytometers wandelt optische in
elektrische Signale. Diese elektrischen Signale werden digitalisiert an den angeschlossenen
Computer weitergeleitet. Die Messergebnisse werden für einzelne Parameter in
Histogrammen und für Parameter- Kombinationen in Punktwolken- bzw.
Dichtediagrammen dargestellt. Aus diesen Diagrammen lassen sich Bereiche elektronisch
auswählen und damit die Eigenschaften einzelner Partikelmengen, welche in der Regel
Zellpopulationen entsprechen, selektiv analysieren. Die gängige Durchflusszytometrie-
Software erlaubt auch statistische Aussagen über prozentuale Verteilung der Populationen,
mittlere Signalintensität, absolute und lokale Maxima der Fluoreszenz usw.. Bei
Verwendung von Kalibrierungspartikeln, über die sich durch Signalintensitäten bestimmte
Eigenschaften zuordnen lassen, können aus den an sich relativen Messwerten des
Durchflusszytometers sogar quantitative Aussagen abgeleitet werden.
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3.8 Überakquisition im „life-gate“
In der Regel wird bei durchflusszytometrischen Messungen nur ein Teil der Messereignisse
zur Auswertung herangezogen. Die Vorauswahl bezüglich bestimmter Eigenschaften wird
als „Gating“ bezeichnet, da ein Software- Fenster um bestimmte Zellwolken gelegt wird,
deren  Eigenschaften näher untersucht werden sollen. Die von uns untersuchte
Subpopulation ist sehr klein gemessen an der Gesamtanzahl von Zellen in einer Probe. Wie
bereits in der Einleitung beschrieben, enthalten normale Knochenmarkszellen
durchschnittlich 0,72%  CD34+ Zellen, von denen wiederum lediglich 3,3% CD38-
sind.[81]  Aufgrund dieses seltenen Vorkommens wurde nach einer anfänglichen
Standardmessung mit einer Zellakquisition von jeweils 30.000 Zellen ein sogenanntes „life-
gate“ gesetzt. In einer zweiten Messung wurden nun nur die Zellen gemessen, die sich
innerhalb desselben befanden. Da jede Messung nach der Erfassung einer definierten
Anzahl von Ereignissen beendet wird, und nicht nur jede Zelle, sondern auch jedes Debris-
Partikel ein Ereignis darstellt, hat das Ausschließen von Parameterbereichen während der
Messung den Vorteil, dass mehr Zellen der untersuchten Populationen erfasst werden
können.  Die Grenzen des Gates wurden so gesetzt, dass hier nur die Zellen gemessen
wurden, die   CD34+/CD38- waren. Innerhalb des Gates wurden nun möglichst viele Zellen
akquiriert. Im Durchschnitt wurden bei der „gegateten“ Messung 467508 Zellen gemessen,
womit im Vergleich zur initialen Standardmessung um den Faktor 15,6 überakquiriert
wurde.
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3.9 Datenanalyse mit CellQuest®
Die CellQuest®- Software ermöglicht es, durchflusszytometrisch gewonnene Daten mit
Hilfe eines Macintosh- Computers auszuwerten. Hierbei sind verschiedene Formen der
Darstellung möglich.
Wir haben sogenannte „dot plots“  als Form der graphischen Darstellung gewählt. Ein Plot
besteht aus zwei Achsen, welche die Werte jeweils eines gemessenen Parameters darstellen.
Die innerhalb dieses Achsensystems liegenden Punkte repräsentieren verschiedene
Ereignisse, also Partikel, welche die dargestellte Eigenschaft erfüllen.
Zunächst wurden verschiedene Plots erstellt,  um die Darstellung der Parameter Größe,
Granularität und Expression der verwendeten Antikörper zu ermöglichen. Danach wurde
mit Hilfe dieser Plots die Auswertung vorgenommen, indem die gewünschten
Zellpopulationen innerhalb der Achsen markiert und mittels der Software quantifiziert
wurden.
3.10 Statistische Auswertung
Bei den von uns angewendeten statistischen Berechnungsverfahren zum Vergleich der
Patientengruppen handelt es sich um Standardtestverfahren für geringe Fallzahlen,
namentlich den Mann- Whitney-U- Test. Mit Hilfe dieses nicht- parametrischen
Testverfahrens kann der Unterschied zwischen zwei unabhängigen Stichproben hinsichtlich
ordinal skalierter Variabler getestet werden. Die Berechnungen wurden mit dem
Statisitikprogramm SPSS 12.0.1 durchgeführt und visualisiert.
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4. Ergebnisse
4.1 Untersuchte Proben
In dieser Arbeit wurden die Knochenmarksproben von zwei Gruppen mit jeweils 10
Patienten untersucht. Die eine Gruppe hatte eine AML als Grunderkrankung, die
Kontrollgruppe wies andere oder keine Grunderkrankungen auf.
Die durchflusszytometrische Analyse wurde als Vier- Farben- Messung durchgeführt.
Bei allen Patienten wurden die Knochenmarkszellen mit CD34- APC und CD38- FITC
markiert, um das CD34+/CD38- Stammzellkompartiment zu markieren.
Als weitere Marker unreifer Progenitoren wurde bei allen Patienten CD117- PE verwendet.
Bei 9 von 10 Patienten der Kontrollgruppe wurden die Zellen zudem mit dem myeloischen
Marker CD33- PE- Cy5 angefärbt.
Bei den AML-Patienten wurde als vierter Marker bei 5 der Patienten ebenfalls das CD33-
PE- Cy5 verwendet. Bei den anderen 5 Patienten, sowie bei einem Patienten der
Kontrollgruppe  wurde  HLA- DR- PerCP als Marker verwendet.
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4.2 Nicht- leukämische Hämatopoese
In Tabelle 5 ist die prozentuale Expression der gemessenen Oberflächenantigene für die
Kontrollgruppe im Einzelnen dargestellt.
Tabelle 5: Prozentuale Expression der gemessenen Oberflächenantigene in der Kontrollgruppe
Die ersten drei Spalten beziehen sich hier auf die „ungegatete“ Messung. Die letzten drei
Spalten zeigen die Häufigkeiten innerhalb des „Life- Gates“.
KONTROLLGRUPPE
% von MNC % von CD34+/CD38-
CD34+ CD34+/ CD38- CD117+ CD33+ HLA-DR+
% CD38- von
CD34+
Patient 1 2,33 0,77 33,04 87,77 5,35 ---
Patient 2 2,16 0,72 33,33 2,40 0,62 ---
Patient 3 1,78 0,45 25,49 75,88 6,78 ---
Patient 4 5,63 0,48 8,52 93,89 50,56 ---
Patient 5 1,75 0,12 6,76 63,48 1,74 ---
Patient 6 3,67 1,34 36,60 91,17 1,53 ---
Patient 7 4,68 1,29 27,59 86,55 0,74 ---
Patient 8 21,00 0,35 1,68 50,00 69,18 ---
Patient 9 7,34 0,25 3,39 70,80 43,36 ---
Patient 10 9,42 0,56 5,97 87,97 --- 76,69
Mittelwert 5,98 0,63 18,24 63,91 19,98
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Aus der Tabelle ist ersichtlich, dass in diesen Proben zwischen 1,75% und 21% der
mononukleären Zellen (MNC) das CD34- Antigen exprimiert haben. Der höchste
Prozentsatz an CD34+ Zellen bei den Patienten, die nicht mit G- CSF stimuliert wurden,
betrug 9,42% bei einem Patienten mit einem kutanen T-Zell-Lymphom ohne
Knochenmarksbeteiligung.
Unter Einschluss aller Patienten des Kollektivs war der Median für CD 34+ Zellen in der
Kontrollgruppe somit 4,18%, der Mittelwert 5,98%. Bei Ausschluss der zwei
stammzellmobilisierten Patienten, sowie der 2 Patienten mit proliferierenden Erkrankungen
zeigten sich ein Median von 2,25% und ein Mittelwert von 2,73%.
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Abbildung 3 zeigt die kumulativen Häufigkeiten der Expression des CD34- Antigens
innerhalb der Kontrollgruppe ohne Ausschluss von Patienten.
Abbildung 3: Kumulative Häufigkeiten der CD34+ Zellen in der Kontrollgruppe
Von den CD34+ MNC waren innerhalb der Kontrollgruppe zwischen 1,68% und 36,60%
der Zellen negativ für das CD38- Antigen. Der Median lag hier bei 17,00%, der Mittelwert
bei 18,24%. Es zeigte sich, dass die beiden stammzellmobilisierten Probanden mit 1,68%
und 3,39% vergleichsweise wenige CD38- Zellen unter den CD34+ Zellen in ihrem
Knochenmark aufwiesen. Auch der Patient mit dem Multiplen Myelom zeigte mit 8,52
einen vergleichsweise geringen Anteil, ebenso wie der Patient mit dem kutanen T- Zell-
Lymphom, von dessen CD34+ Zellen 5,97% negativ für das CD38- Antigen waren.
Insgesamt lag der Anteil der CD34+/CD38- Zellen an den MNC in der Kontrollgruppe
zwischen 0,12% und 1,34%.  Der Median betrug in der gesamten Kontrollgruppe 0.52%.
Bezüglich des Anteils CD34+/CD38-  Zellen von den gesamten MNC hoben sich weder die
stammzellmobilisierten Probanden mit Werten von 0,25% und 0,35%  noch die Patienten
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mit den proliferierenden Erkrankungen mit 0,48% und 0,56% wesentlich vom Restkollektiv
ab.
Die kumulativen Häufigkeiten für den Prozentsatz der CD34+/CD38- Zellen sind in
Abbildung 4 dargestellt.
Abbildung 4: Kumulative Häufigkeiten der CD34+/CD38- Zellen im Kontrollgruppe
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Innerhalb des CD34+/CD38- Kompartimentes der Kontrollgruppe variierte die Expression
des CD117- Antigens von 2,40% bis hin zu 93,89% mit einem Median von 81,22% und
einem Mittelwert von 70,99%.  Die kumulativen Häufigkeiten für den Prozentsatz der
CD117+ Zellen sind in Abbildung 5 dargestellt.
Abbildung 5: Kumulative Häufigkeiten der CD117+-Zellen in de Kontrollgruppe
Die mit G-CSF behandelten Patienten zeigten mit 50,00% und 70,80% nur eine geringe
Abweichung vom Restkollektiv. Der Patient mit dem Multiplen Myelom, sowie der Patient
mit dem T- Zell- Lymphom zeigten mit 93,89% und 87,97% hohe Werte im Vergleich zum
Restkollektiv. Bei Ausschluss der Patienten 4, 8, 9 und 10 errechnete sich für den Parameter
ein Median von 81,22% und ein Mittelwert von 67,88%.
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Die CD33- Expression im Stammzellkompartiment lag bei der nicht- leukämischen
Hämatopoese bei Werten zwischen 0,62% und 69,18%. Der Median lag bei 5,35% und der
Mittelwert betrug 19,98%. Die kumulativen Häufigkeiten für den Prozentsatz der CD33+
Zellen sind in Abbildung 6 dargestellt.
Abbildung 6: Kumulative Häufigkeiten der CD33+-Zellen im Stammzellkompartiment der
Kontrollgruppe
Bezüglich dieses Parameters hoben sich die beiden stammzellmobilisierten Patienten mit
69,18% und 43,36% CD33- Expression, sowie der Patient mit dem Multiplen Myelom mit
50,56% deutlich vom Restkollektiv ab.
Bei Ausschluss der Patienten 4, 8 und 9 betrug der Median 1,64% und der Mittelwert
2,79%.
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4.3 Leukämische Hämatopoese
Tabelle 6 zeigt die prozentuale Expression der Antigene CD34, CD38, CD117, CD33 und
HLA-DR für die AML-Patienten.
Tabelle 6: Prozentuale Expression der gemessenen Oberflächenantigene im AML- Kollektiv
Das Minimum für die CD34- Expression betrug bei dieser Patientengruppe 0,16% und das
Maximum 97,12%. Der Median bei den 10 Patienten dieser Gruppe lag bei 48,43%, der
Mittelwert bei 44,80%.
AML- Patienten
% von MNC % von CD34+/CD38-
CD34+ CD34+/ CD38- CD117+ CD33+ HLA-DR+
% CD38- von
CD34+
Patient 1 12,11 0,07 0,54 67,07 78,05 ---
Patient 2 7,83 0,33 4,28 26,06 27,72 ---
Patient 3 63,06 1,25 1,98 83,42 49,05 ---
Patient 4 47,59 0,06 0,13 14,29 36,26 ---
Patient 5 97,12 1,73 1,78 61,18 39,41 ---
Patient 6 63,49 0,12 0,19 7,69 --- 23,78
Patient 7 49,26 0,03 0,06 91,88 --- 8,75
Patient 8 0,16 0,05 31,71 57,33 --- 86,83
Patient 9 23,36 0,06 0,25 70,73 --- 53,66
Patient 10 84,05 5,32 6,33 99,38 --- 34,30
Mittelwert 44,80 0,90 4,73 57,90 46,10 41,46
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Abbildung 7 zeigt die kumulativen Häufigkeiten der Expression des CD34- Antigens
innerhalb des AML- Kollektivs.
Abbildung 7: Kumulative Häufigkeiten der CD34+-Zellen im AML-Kollektiv
Von den CD34+ Zellen waren bei den AML- Patienten zwischen 0,06% und 31,71% der
Zellen negativ für das CD38- Antigen, was  hier einem Median von 1,16% und einem
Mittelwert von 4,73% entsprach.
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In Bezug auf die MNC lagen zwischen 0,03% und 5,32% der Zellen im CD34+/CD38- -
Kompartiment. Bei den 10 untersuchten Patienten dieser Gruppe lag der Median für diesen
Parameter bei 0,95% und der Mittelwert bei 0,90%. Abbildung 8 zeigt die kumulativen
Häufigkeiten für den Prozentsatz der CD34+/CD38- Zellen innerhalb des AML- Kollektivs.
Abbildung 8: Kumulative Häufigkeiten der CD34+/CD38- Zellen im AML-Kollektiv
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Der Anteil der CD117- exprimierenden Zellen innerhalb der CD34+/CD38- Zellen lag
zwischen 7,69% und 99,38%, womit ein Median von 64,13%  und ein Mittelwert von
57,90% auszumachen war. Die kumulativen Häufigkeiten für den Prozentsatz der CD117+
Zellen sind in Abbildung 9 dargestellt.
Abbildung 9:  Kumulative Häufigkeiten der CD117+-Zellen im AML- Kollektiv
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Bezüglich des CD33- Antigens waren bei den 5 auf diesen Parameter untersuchten
Probanden zwischen 27.72% und 78,05% der Zellen im Stammzellkompartiment positiv.
Der Mittelwert betrug hier 46,10% und der Median lag bei 39,41% der Zellen. Abbildung
10 zeigt die kumulativen Häufigkeiten der Expression des CD33- Antigens innerhalb des
AML- Kollektivs.
Abbildung 10: Kumulative Häufigkeiten der CD33+-Zellen im Stammzellkompartiment des AML-
Kollektiv
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Bei den 5 Patienten, deren Proben mit Hilfe des HLA- DR- Antikörpers gemessen worden
waren, zeigten sich zwischen 8,75% und 86,83%, der Zellen positiv für das spezifische
Antigen. Der Mittelwert bei lag hier 41,46% und der Median bei 34,30%. Die kumulativen
Häufigkeiten für den Prozentsatz der HLA- DR+ Zellen sind in Abbildung 11 dargestellt.
Abbildung 11: Kumulative Häufigkeiten der HLA- DR+ -Zellen im Stammzellkompartiment des AML-
Kollektiv
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4.4 Vergleich zwischen normaler und leukämischer Hämatopoese
Um mögliche Unterschiede in der Expression der untersuchten Oberflächenantigene
zwischen den beiden Patientengruppen zu erkennen, wurden die Werte gegenübergestellt.
Mediane, Streuungen (IQR)  und Minima/ Maxima (Range) der gemessenen
Oberflächenantigene wurden sowohl tabellarisch als auch grafisch aufgetragen. Zur
besseren Veranschaulichung der Streubreiten und Mediane zeigen die Abbildungen 12-15
diese Werte im Boxplot für die einzelnen Parameter.
Abbildung 12: Mediane und Streuungen der CD34+-Zellen von MNC (p = 0,005)
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Abbildung 13: Mediane und Streuungen der CD34+/ CD38--Zellen von MNC (p = 0,14)
Abbildung 14: Mediane und Streuungen der CD117+-Zellen im Stammzellkompartiment ( p = 0,326)
AML-PatientenKontrollgruppe
CD
34
+
/C
D
38
-
in
 
%
 
vo
n
 
M
N
C 
(lo
g) ,8
,6
,4
,2
0,0
-,2
-,4
-,6
-,8
-1,0
-1,2
-1,4
-1,6C
D
34
+
/C
D
38
-
in
 
%
 
vo
n
 
M
N
C 
(lo
g)
 
AML-PatientenKontrollgruppe
CD
11
7+
in
 
%
 
vo
n
 
CD
34
+
/C
D
38
-
(lo
g)
2,0
1,8
1,6
1,4
1,2
1,0
,8
CD
11
7+
in
 
%
 
vo
n
 
CD
34
+
/C
D
38
-
(lo
g)
 
51
Abbildung 15: Mediane und Streuungen der CD33+-Zellen im Stammzellkompartiment (p = 0,125)
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Bei Anwendung des nicht-parametrischen Mann-Whitney-U- Tests ergaben sich die in
Tabelle 7 dargestellten Signifikanzen für den Vergleich der gemessen Parameter in den
beiden Gruppen für die CD34+ von MNC, CD34+/CD38- von MNC, CD117+ von
CD34+/CD38- und CD33+ von CD34+/CD38-.
Kontrollgruppe AML- Gruppe
Median [IQR] Range Median [IQR] Range p
CD34+ von MNC 4,18 [2,07- 7,86] 1,75-21,00 48,43 [11,04- 68,63] 0,16- 97,12 0,005
CD34+/CD38- von
MNC 0,52 [0,36- 0,90] 0,12-1,34 0,10 [0,06- 1,37] 0,30- 5,32 0,140
CD38- von CD34+ 17,00 [5,33- 33,11] 1,68-36,60 1,16 [0,18- 4,79] 0,06- 31,71 0,007
CD117+ von
CD34+/CD38- 81,22 [60,11- 88,77] 2,40-93,89 64,13 [23,14- 85,53] 7,69- 99,38 0,326
CD33+ von
CD34+/CD38- 5,36 [1.14- 46,96] 0,62-69,18 39,41 [31,99- 63,55] 27,72- 78,05 0,125
HLA-DR+ von
CD34+/CD38- - - - - - - 34,30 [16,27- 70,25] 8,75- 86,83 - - -
Tabelle 7: Mediane, Streuungen (IQR)  und Minima/ Maxima (Range) der gemessenen
Oberflächenantigene im Vergleich und berechneter p- Wert mit Mann- Whitney-U- Test
Es zeigte sich, dass sich die  Patientengruppen bei einer festgelegten Signifikanz von < 0,05
bezüglich der CD34- Expression auf den MNC und der CD38- Expression auf den CD34-
Zellen statistisch signifikant unterscheiden. Bei Ausschluss der Patienten 4, 8 und 9 aus der
Kontrollgruppe ergab sich eine weitere statistische Signifikanz bezüglich der Expression
des CD33-Antigens auf den Zellen des Stammzellkompartimentes. Auch hier zeigte sich
eine stärkere Expression bei den AML- Patienten.
53
4.5 Vergleich der Antigen-Expression bei AML zwischen
Stammzellkompartiment und Blastenhauptpopulation
Bei den verwendeten AML- Knochenmarksproben fanden sich die Antigene CD33,
CD117 und HLA-DR auf allen untersuchten Proben, unabhängig davon, ob die
Blastenhauptpopulation formal für das jeweilige Antigen positiv war oder nicht. Auch die
prozentuale Häufigkeit des Antigens im Stammzellkompartiment zeigte sich unabhängig
von der Expression auf den Blasten.
Nur eine der zehn untersuchten Leukämien war formal negativ für das CD33- Antigen. Es
handelte sich hier um eine AML- M6, bei der sich 30% Blasten im peripheren Blut fanden.
Von den Zellen im Stammzellkompartiment dieses Patienten exprimierten 49,05% der
Zellen das CD 33- Antigen, womit sich der Wert nicht von dem der formal positiven
Leukämien unterschied.  Im Durchschnitt exprimierten 46,10% der Zellen des
Stammzellkompartimentes bei den AML- Patienten das CD33- Antigen (n=5).
Der Durchschnitt der CD117- Expression bei allen CD34+/CD38- AML- Zellen lag bei
57,90% (n=10). Von den zwei Proben, welche auf der Gesamt- Blastenpopulation formal
negativ für das CD117- Antigen waren, exprimierten bei einer 14,29% und bei der anderen
61,18% dieser Zellen das CD 117- Antigen auf der Oberfläche der CD34+/CD38- Zellen.
Bezüglich der HLA- DR- Expression zeigte sich, dass die Ausprägung im CD34+/CD38- -
Kompartiment bei den zwei auf der Gesamt- Blastenpopulation formal negativen
Leukämien mit 34,30% und 8,75% unter dem Durchschnitt der gemessenen Proben von
41,46% lag (n=5).
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5. Diskussion
In dieser Arbeit wurden mittels Durchflusszytometrie separierte mononukleäre
Knochenmarkszellen von Patienten mit unterschiedlichen Formen der akuten myeloischen
Leukämie und von Patienten mit normaler Hämatopoese auf das Vorhandensein bestimmter
Differenzierungsantigene innerhalb des Stammzellkompartimentes untersucht und
miteinander verglichen.
Bei der Auswertung zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen beiden
Gruppen unter Einbeziehung aller Patienten bezüglich der CD34- Expression, welche im
AML- Kollektiv deutlich höher war als in der Kontrollgruppe (p= 0,005).
Auch die Frequenz der CD38-- Zellen, die das CD34- Antigen exprimieren, zeigte  einen
statistisch signifikanten Unterschied (p = 0,007).  Bezüglich dieses Parameters zeigte sich
eine höhere Expression in der Kontrollgruppe.
Unter Ausschluss der Patienten 4, 8, 9 und 10 der Kontrollgruppe ergab sich  eine
statistische Signifikanz für die CD33 exprimierenden Zellen innerhalb des
Stammzellkompartimentes (p= 0,006).  Hier war die Expression in der AML- Gruppe
höher.
Bezüglich der Expression des CD117- Antigens im Stammzellkompartiment unterschieden
sich beide Gruppen nicht voneinander.
Der Ausschluss der Patienten 4, 8, 9 und 10 wurde geprüft, weil sie besonderer
hämatologischer Stimulation unterlagen.  Die Patienten 8 und 9  waren gesunde
Knochenmarksspender, welche zur Vorbereitung auf eine Stammzellentnahme das
Medikament Neupogen® mit dem Wirkstoff G- CSF zur Stimulation der Zellproliferation
erhalten hatten.  Die erhöhte CD34- Expression G- CSF mobilisierter Stammzellen zeigten
bereits F. Takjima et al. im Jahr 2000 und postulierten, dass G- CSF nicht nur eine
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Mobilisation von Stammzellen ins periphere Blut bewirkt, sondern dass es auch eine
vermehrte Expression von CD34 zur Folge hat, was dadurch erklärt wird, dass aktivierte
Stammzellen das CD34- Antigen exprimieren [121].
Patient 4 wies ein Multiples Myelom als Grunderkrankung auf, welches als eine
monoklonale Neoplasie des Rückenmarkes eine Verwandtschaft zur AML aufweist. Patient
10 hatte als Grunderkrankung ein kutanes T- Zell- Lymphom. Auch bei ihm wurde der
Ausschluss geprüft, was sich aber nicht auf die Ergebnisse auswirkte, zumal bei diesem
Patienten als vierter verwendeter Antikörper HLA- DR und nicht CD33 verwendet wurde.
Die Erkrankungen der Patienten 4 und 10 gehören zum Formenkreis der neoplastischen
Erkrankungen. Eine vermehrte Zytokinausschüttung kann daher bei beiden angenommen
werden. Die Zellproliferation und damit auch die Zellverteilung im
Stammzellkompartiment, werden durch die Zytokinstimulation beeinflusst, weshalb der
Ausschluss geprüft wurde.
Bei Ausschluss der Patienten 4, 8 und 9 besteht ein signifikanter Unterschied bezüglich der
CD33- Expression im Stammzellkompartiment. Zu bemerken ist, dass das CD33- Antigen
in unseren Messungen von allen CD34+/CD38-- Zellen  exprimiert wurde. Dies bezieht sich
sowohl auf die leukämische Hämatopoese (n = 5) als auch auf die normale Hämatopoese.
In einer von S. M. Vercauteren et al. 2001 durchgeführten Untersuchung wurde das CD33-
Antigen im Stammzellkompartiment nur bei formal CD33- positiven Leukämien gefunden
und die Ausprägung der CD33- Expression der Blastenhauptpopulation korrelierte
quantitativ mit der CD33- Expression auf den CD34+/CD38- Zellen.
Ähnliche Ergebnisse fanden sich bei Hauswirth et al. in einer Untersuchung aus dem Jahr
2007. Auch hier zeigte sich eine CD33- Expression im Stammzellkompartiment nur bei
56
akuten myeloischen Leukämien, deren Blastenhauptpopulation positiv für das CD33-
Antigen war (n = 8). Als positiv wurde hier eine Expression des CD33- Antigens auf über
60% der Zellen gewertet.  Bei den Patienten, deren Blastenhauptpopulation zu weniger als
60% das CD33 auf ihrer Oberfläche trug (n = 3), konnte das CD33- Antigen im
Stammzellkompartiment nur vereinzelt nachgewiesen werden. Bei 3 Patienten mit einem
Non- Hodgkin- Lymphom, welche als Kontrollgruppe untersucht wurden, zeigte sich keine
CD33- Expression im Stammzellkompartiment. Hauswirth et al. verwendeten verschiedene
Flourochromkombinationen zur Anfärbung der Zellen. Auch sie bedienten sich wie wir der
Überakquisition von Zellen, um eine genauere Charakterisierung des
Stammzellkompartimentes zu ermöglichen. Sie haben noch einen weiteren Marker
verwendet und als Stammzellen die Zellen definiert, welche CD34+/CD38-/CD45+/ CD123-
waren.
In unserer Arbeit korrelierte die CD33 Expression nicht mit dem der
Blastenhauptpopulation. Wie bereits in der Einleitung geschildert, wurden von uns die
Leukämien als Positiv für ein Oberflächenantigen bewertet, von welchen mehr als 20% der
Blasten das jeweilige Oberflächenantigen exprimierten. Nur eine der zehn von uns
untersuchten Leukämien war in der Blastenhauptpopulation negativ für das CD33- Antigen.
In diesem Fall zeigte sich aber unter den CD34+/CD38- Zellen eine mit 49,05%
durchschnittlich hohe CD33- Expression.
Wir denken, dass weitere Untersuchungen nötig sind, um herauszufinden, inwiefern das
CD33- Antigen auch von normalen hämatopoetischen Vorläuferzellen exprimiert wird und
inwiefern selektive CD33- Antikörper auch gesunde Progenitoren schädigen.
Bezüglich der Expression des CD117- Antigens im Stammzellkompartiment konnte kein
Unterschied zwischen den Patientengruppen ermittelt werde. Daraus leitet sich ab, dass der
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CD117- Antikörper sich nicht dazu eignet, leukämische Vorläuferzellen von gesunden
Vorläuferzellen zu unterscheiden.
Dass mehr CD34+- Zellen im Knochenmark der AML- Patienten gefunden wurden
entsprach unseren Erwartungen, da in etwa 80% der akuten myeloischen Leukämien CD34
von den Blasten exprimiert wird [124]. Ebenso war zu erwarten, dass der CD38- negative
Anteil der CD34+- Zellen in der Gruppe der AML- Patienten niedriger war als in der
Kontrollgruppe. Innerhalb der Kontrollgruppe zeigte sich, dass der Anteil dieser Zellen bei
den beiden Stammzellspendern, sowie bei den Patienten mit den proliferierenden
Erkrankungen auch deutlich geringer war als bei den anderen Patienten der Kontrollgruppe.
Wir interpretieren diese Ergebnisse so, dass sowohl bei den AML- Patienten, als auch bei
den Patienten 4, 8, 9 und 10 der Kontrollgruppe durch eine vermehrte Zytokinausschüttung
mehr Zellen aktiviert waren und sich somit weniger Zellen in der G0- Phase des Zellzyklus
befanden.
Deshalb waren auch weniger CD34+/CD38-- Zellen im Knochenmark vorhanden, da das
CD38- Antigen in der Proliferationsphase von myeloiden Zellen exprimiert wird.
In unserer Arbeit exprimierten mit 41,46% viele Zellen im Stammzellkompartiment das
HLA- DR- Antigen auf ihrer Oberfläche. Da wir keinen Wachstumsassay durchgeführt
haben, um diese Zellen funktionell zu charakterisieren, können wir keine Aussage über ihre
Fähigkeit zur Proliferation sagen. Blair et al. beschrieben 1998, dass CD34+ Zellen, die die
Fähigkeit haben eine AML in einer NOD/SCID- Maus zu generieren HLA- DR- sind[18].
Die Häufigkeiten des Auftretens der einzelnen Subpopulationen bei der normalen
Hämatopoese, die in unserer Arbeit ermittelt wurden, zeigten Abweichungen von den
bisherigen Literaturangaben. So waren in 10 untersuchten Proben der Arbeitsgruppe von
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L.W. M. M. Terstappens im Durchschnitt nur 1% der Zellen CD34+. Von diesen Zellen
waren wiederum nur 1% negativ für das CD38- Antigen [123].
Die Arbeitsgruppe von A. Macedo zeigte 1995 an 13 Fallbeispielen, dass normale
Knochenmarkszellen durchschnittlich 0,72 % CD34+- Zellen enthalten, von denen
wiederum lediglich 3,3% CD38- sind [81].
In unserer Arbeit waren in der Kontrollgruppe durchschnittlich 5,98% der Zellen positiv für
das CD34- Antigen. Unter Ausschluss der mit G-CSF stimulierten Knochenmarksspender,
welche im Vergleich zu den anderen Probanden mit 21,0% und 7,34% eine relativ große
Anzahl CD34 positiver Zellen aufwiesen, betrug der Anteil an den gesamten
mononukleären Zellen 3,9%. Bei weiterem Ausschluss der zwei Patienten mit den
neoplastischen Erkrankungen, namentlich den Patienten 4 und 10, welche einen Anteil
CD34- positiver Zellen von 5,63% und 9,42% hatten, exprimierten 2,73% der Zellen der
restlichen Kontrollgruppe das CD34- Antigen. Hiermit liegen unsere Werte trotz
Ausschluss aller Patienten, bei denen aufgrund ihrer Grunderkrankung von einer
vermehrten Proliferation auszugehen ist, um den Faktor 3,8 über den von Macedo et al.
ermittelten Werten und um den Faktor 2,73 über den von Terstappen et al. ermittelten
Werten.
Auch der prozentuale Anteil der CD38- negativen Zellen von diesen CD34- positiven
Zellen weicht mit durchschnittlich 18,24% in der Kontrollgruppe von den Angaben der
beiden genannten Arbeitsgruppen deutlich ab. Werden hier die Patienten 8 und 9 aus der
Berechnung herausgenommen, zeigt sich ein prozentualer Anteil von 22,16%. Bei weiterem
Ausschluss der Patienten 4 und 10 beträgt der Anteil sogar 27,14% und liegt somit um den
Faktor 8,22 über den von Macedo et al. ermittelten Werten und um den Faktor 27,14 über
den von Terstappen et al. ermittelten Werten.
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Die in unserer Arbeit ermittelten Resultate weichen wie oben aufgeführt deutlich von den
zitierten Literaturangaben ab. Die wahrscheinlichste Ursache hierfür ist die von uns
durchgeführte und im Methodenteil beschriebene Überakquisition von Zellen im „Life-
Gate“. Im Durchschnitt wurden in unseren Messungen in der Kontrollgruppe 163670 Zellen
gemessen, was deutlich über den jeweils 30000 gemessenen Zellen der anderen
Arbeitsgruppen lag. Durch die höhere Zahl von gemessenen Zellen kann eine größere
Messsicherheit angenommen werden. Die Patientenzahlen waren in unserer Arbeit etwa
gleich wie in den anderen Arbeiten.
Es wurden hier zwei kleine Patientenkollektive mit jeweils zehn Patienten miteinander
verglichen. Dadurch ist die statistische Aussagekraft eingeschränkt. Die angewandten
statistischen Berechnungsverfahren sind Standardtestverfahren für geringe Fallzahlen.
Die von uns untersuchten Patientengruppen sind zwei inhomogene Kollektive. Innerhalb
der AML- Gruppe finden sich Patienten mit unterschiedlichen AML- FAB- Typen. Die in
unserem Patientengut vorhandene Verteilung der FAB- Typen ist nicht repräsentativ.
Innerhalb der Kontrollgruppe finden sich neben Patienten mit unterschiedlichen
Grunderkrankungen auch zwei gesunde Patienten, welche zur Vorbereitung auf eine
Knochenmarksspende mit G-CSF stimuliert wurden und zwei Patienten mit proliferativen
Erkrankungen. Dies war der Fall, da nur Material aus Routine- Knochenmarkspunktionen
verwendet wurde und daher keine Vorselektion stattfand.
Die Inhomogenität erschwert die Vergleichbarkeit. Wir haben dies auszugleichen versucht,
indem wir bei der statistischen Auswertung einmal das gesamte Vergleichskollektiv und
einmal ein selektiertes Vergleichskollektiv herangezogen haben um somit ein Bild unter
Ausschluss der Patienten zu vermitteln, bei denen von einer Beeinflussung der
Proliferationsrate infolge erhöhter Zytokinstimulation auszugehen war.
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Eine weitere mögliche Quelle für Abweichungen stellen die Flouoreszenzmarker dar.
Einige Fluoreszenzmarker haben eine höhere Signalintensität als andere. Beispielsweise
wird Phycoerythrin meist für die Markierung schwacher Antigene verwendet, weil damit
sensitivere Untersuchungen als etwa mit FITC- markierten Antikörpern möglich sind. Es
gibt also Unterschiede in der Beurteilung einer Antigenexpression bei Verwendung
unterschiedlicher Fluorochrome zur Anfärbung desselben Antikörpers. Wir verwendeten in
unserer Arbeit APC- Cy7 für die Anfärbung von CD34 und FITC für die Anfärbung von
CD38. Beide Kombinationen lieferten gute Signalintensitäten.
L. W. M. M. Terstappen et al. verwendeten in unterschiedlichen Messungen
unterschiedliche Fluoreszenzmarker für diese Antikörper. So wurden teilweise mit FITC
und teilweise mit PerCP gefärbte CD34- Antikörper verwendet und von den CD38-
Antikörper wurden sowohl mit FITC gefärbte, als auch mit PE gefärbte Antikörper
verwendet.
Macedo et al. verwendeten zum Teil FITC und zum Teil PE- gefärbte CD23- Antikörper.
Als CD117- und CD33- Antikörper wurden jeweils mit PE gefärbte Antikörper verwendet.
Auf die Anfärbung von CD38 wurde im Methodenteil nicht eingegangen.
Eine weitere Quelle für Variationen ist das Lyse- Verfahren, dem das häufiger verwendete
FICOLL- Verfahren zur Zellseparierung gegenübersteht. Beim Lyseverfahren, welches im
Methodenteil ausführlich beschrieben ist, wird der Probe eine Substanz zugefügt, welche
die kolloidosmotisch empfindlicheren Erythrozyten lysiert und danach auch die
Leukozyten, wenn dies nicht rechtzeitig durch Zufügen des PBA/BSA- Puffers gestoppt
wird. Daher ist eine mögliche Fehlerquelle dieses Verfahrens, die zu späte Neutralisierung
der Lyse, welche die Leukozytenpopulation dezimiert und damit verfälscht oder auch eine
zu frühe Lyse kolloidosmotisch instabiler Leukozyten, welche dann in der späteren
Messung nicht mehr erfasst werden können. Interne Kontrollen des Analyseganges ergaben
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sich aus dem FSC/ SSC– Diagramm, dass instabile Zellen klar erkennen lässt. Die Viabilität
der analysierten Zellen lag jeweils über 80%.
Das FICOLL- Zellseparationsverfahren beruht im Gegensatz zur Lyse auf der
unterschiedlichen Dichte von Zellen. Zur Separation gibt man in ein Universalröhrchen eine
FICOLL- Lösung, welche vorsichtig mit derselben Menge heparinisierten Bluts
überschichtet wird, so dass sich die zwei Lagen nicht vermischen. Bei der anschließenden
Zentrifugation wandern Erythrozyten, Thrombozyten und tote Zellen auf den Boden des
Röhrchens. Die mononukleären Zellen reichern sich in einer Schicht zwischen FICOLL und
Plasma an. Diesen Ring pipettiert man vorsichtig ab. Anschließend werden die isolierten
Zellen zweimal mit Nährmedium gewaschen. Mit diesem Verfahren lassen sich
Granulozyten abreichern.
L. W. M. M. Terstappen et al. verwendeten in ihrer Arbeit beide Verfahren und Macedo et
al. verwendeten ebenso wie wir das Lyseverfahren.
Eine Messungenauigkeit kann auch durch unspezifische Antikörperbindungen entstehen.
Um diese Fehlerquelle so gering wie möglich zu halten, wurde eine Isotypenkontrolle mit
IgG- Antikörpern von Mäusen durchgeführt und mit dem Fluoreszenzmaximum der zu
analysierenden Probe verglichen. Hiermit konnten Zahl und Lage der Zellen
veranschaulicht werden, die unspezifische Bindungen mit dem Antikörper eingingen und
aus der Bewertung herausgefiltert werden.
Von einer Präabsorbtion der Probe mit unspezifischen Maus- IgG wurde abgesehen, da
unspezifische Bindungen bei den hier verwendeten Antikörpern gering ausfielen.
Wie oben beschrieben wurden unsere Ergebnisse sorgfältig ermittelt. Aufgrund der
geringen Fallzahlen ist die Aussagekraft unserer Arbeit aber eher gering. Es sind weitere
Untersuchungen notwendig, um Marker zu finden, mit denen leukämische Vorläuferzellen
von gesunden unterschieden werden können. Einige neue Arbeiten aus dem Jahr 2007
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zeigen, dass dies auch geschieht und weiterhin Untersuchungen im CD34+/CD38--
Kompartiment stattfinden.
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7. Abkürzungsverzeichnis
AML Akute myeloische Leukämie
APC Allophycocyanin
BDIS Becton Dickinson Immunocytometry Systems
CD Cluster of differentiation (Differenzierungscluster)
CFC Colony- forming Cell
CFU Colony- forming Unit
CFU- GEMM Colony-forming Unit Granulocyte-Erythroid-Makrophage-
Megakaryocyte
CFU- GEMML Colony-forming Unit Granulocyte- Erythroid- Makrophage-
Megakaryocyte- Lymphocyte
CFU- S Colony- forming Unit Spleen
CY5 Cyanin 5
d Tag
ELTC- IC Extended long- term- culture- initiating cell
FAB French- American- British Cooperative Group
FACS Fluorescence- activated cell sorter
FITC Fluoresceinisozyanat
FSC Forward light scatter
Gate Definiert eine Population von Zellen, die sich aus einer oder
mehreren Regionen aufgrund definierter Verknüpfungen
zusammensetzen
GO Gemtuzumab Orgamicin = Anti- CD33- Antikörper, der mit Cali-
cheamin, einem zytotoxisch wirksamen Antibiotikum verbunden ist
HCL Hydrochloric acid = Salzsäure
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HPP- CFC High- proliferative- potential colony- forming cell
Ig Immunglobulin
kD Kilodalton
kg Kilogramm
KG Körpergewicht
KM Knochenmark
LDH Laktatdehydrogenase
LTC- IC Long- term- culture- initiating cell
LSC Leucemic stem cells
MDS Myelodysplastisches Syndrom
µl Mikroliter
ml Milliliter
MNC Mononukleäre Zellen
nm Nanometer
NTX Nierentransplantation
NOD/SCID Non- obese diabetic, severe combined immunodeficiancy disease
PE Phocoerythrin
PBS Phosphate buffered saline acid = phosphatgepufferte Kochsalzlösung
RNA Ribonukleinsäure
SCID Severe combined immune deficiency = schwere kombinierte
Immundefinzienz
SSC Sidescatter = Seitwärtslichtstreuung
SL- IC SCID leukemia initiating cell
SRC SCID repopulating cell
TE Total events
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